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Verfahren zur Herstellung eines; neuen Antibioticums | 

Die vorliegende Erfindixn^ - 
v 11-Desacetoxy-wortmannin (Poi'mel I, slehe Formelblatt ), 
Verfahren zur Herstellung von 11-Desaeetoxy-wortiriam^ 
5 pharmazeutische Zubereitungen davon ♦ 

Erfindungsgemass gelangt man zu ll-Desac^toxy-wbrtmanriih r 
indem man eritweder . 

a) A 9 ^ 11 ^8>9-D (Forme! II } ' 

isomerisiert pder 

10 ^ b) elnen neuen Stamm der Pilzspecies Penicillium fuiiicu« 

losum Thorn bzw. der Pilzspecies Aspergillus janus Raper 
und Thorn auf oder In einem Nahrmedium zliqhtet und hier^ 
. auf ll-Desacetoxy-wortmannin aus der Fermentationsbrtihe 
auf an sich bekannte Weise, z.Bv durch Exfcraktion oder 

15 . Adsorption, isoliert und reinigt. 
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Nach a) wird die Isomerisierung in einer wasserfreien or- 
ganischen Base durchgefiihrt. Grundsatzlich sind alle orga- 
nischen Basen verwendbar, vorzugsweise jedoch organische 
Stickstoffbasen, wie Pyridin oder Chinolin. Da auch die er- 
5 findungsgemasse Isomerisierung bei erhohter Temperatur 
schneller ablauft, wird sie beispielsweise bei der Siede- 
temperatur der organischen Base durchgefiihrt* 

Eine AusfUhrungsform des Verfahrens besteht darin, dass man 
^^"'•^S^-Dihydro-ll-desacetoxy-wortmannin in Pyridin lost 
10 und unter Stickstoff am Riic.kfluss kocht. Das entstandene 

11-Desacetoxy-wortmannin wird nach dem Eindampfen durch Um- 
kristallisation in an sich bekannter Weise gereinigt. 

Das als Ausgangsprodukt verwendete A^^ 1:L ^8,9-Dihydro«ll- 
desacetoxy-wortmannin kann hergestellt werden durch Umsetzung 

15 von Wortmannin (Pormel III) mit Zinkstaub in einem orga- 
nischen Losungsmittel in Gegenwart einer Saure, aber in Ab- 
wesenheit von Wasser, beispielsweise bei der Siedetemperatur 
des organischen Losungsmittels, Die Ausgangsverbindung wird 
nach Abfiltrieren des Zinkstaubes und Eindampfen des Reak- 

20 tionsgemisches durch Umkristallisieren und/oder Chromatogra- 
phieren in an sich bekannter Weise gereinigt. 



Nach b) gelangt man zu 11-Desacetoxy-wortmannin, indem man 
als Ausgangsmaterial entweder einen neuen Stamm der Pilz- 
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speel.es Penicillium funiculosum Thorn Oder einen neuen Stamm 
der Pilzspecies Aspergillus Janus Raper und Thorn verwende t • :'. 

Der neue, erfindungsgemass verwendete Stamm S 5196'vbn Peni- . 
cillium funiQulosum^ einer in; Clarksburg,. 

Maryland (USA ) gef undenen Erdprobe isoliert . und eine Probe" . 
davoh helm United States Department of Agriculture (Northern 
Utilization Research and Development Division) > Peoria, 1:11. > 
USA,\ tinier der Nuiraner NRRL 3363 deponiert . Der neue Stamm 
der Pilzspecies Penicillium funiculosum Thorn wachst auf 
einem Mai z -He f e ext r akt -Agar bei 18-27° und bildet einen 
dlehten . grtinen Konldienrasen mi t . leuchtend gelben Konidien- 
tragern. Die Rttckseite der Kolonle. zeigt eine grUngelbe. 
Verfarbung des Substrats. . •* 

Der: Stamm entsprieht in seiner Morphologie und Physiologie 
der Besehreibung von C. Thorn, tf. S*Dept Jigr.^ 
118, p. . 69, .fig. 27 (1910) und 1st im. Handbuch K.B.. Raper " '' 
und Ch. Thorn, "A Manual of the Penicillia", The. Williams 
arid Wilkiris Co.. 1949, Baltimore, auf den Seiten 616 bis 620 
eingeherid beschrieben und illustriert. 

Der neue, erfindungsgemass verwendete Stamm S 8033/F von 
Aspergillus jarius wurde aus einer in der Republik Zehtral- 
afri-ka gef undenen Erdprobe isoliert Und eine Probe davon 
beim Unit ed States Department of Agriculture (Northern Utili* 

zation Research and Development Division), Peoria, 111., 
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USA, unter der Nummer NRRL 3807 deponlert unci 1st dort 
zuggngliclu 

Der neue Stamm der Pilzspecies Aspergillus Janus wachst 

auf einem Glucose-Hefeextrakt-Malzextrakt-Pepton-Agar bei 
* 

5 18 bis 33°C* wird aber vorzugsweise bei 18 bis 27° geztichtet. 
Auf diesem Medium wachst der Pilz mit einera lockeren, aus- 
gebreiteten Mycel. Das Nahrsubstrat und die Rtickseite der 
Kolonie werden durch ein gelbliches Pigment verfarbt. In 
seiner Morphologie und Physiologie entspricht der neue 
10 Stamm von Aspergillus janus der Beschreibung bei: K.B. Raper 
und D.J.- Fennell, "The Genus Aspergillus", The Williams & 
Wilkins Comp., Baltimore, 1965, auf den Seiten 476 bis 480* 

Ftir das erfindungsgemas® Verfahren konnen auch Starame ver- 
wendet werden, wie sie z.B. durch Selektion oder Mutation 

15 unter Einwirkung von Ultraviolett- oder Rontgenstrahlen oder 
durch Anwendung anderer Massnahmen, wie z.B. durch Behand- 
lung von Laboratoriumskulturen mit geeigneten Chemikalien, 
aus den neuen Stammen der Pilzspecies Penicillium funiculo- 
sum Thorn bzw. der Pilzspecies Aspergillus janus Raper und 

20 Thorn gewonnen werden konnen. 

Die neuen Pilzstamme der Pilzspecies Penicillium funiculosum 
Thorn bzw. der Pilzspecies Aspergillus janus Raper und Thorn 
lassen slch auf vielerlei Nahrboden, die die Ublichen NShr- 

009851/2272 



staff e enthalten, zUehten, So verwenden solche Stamme die 
fiir kohlenstof fheterotrophe Organismeri ublicherweise be- 
nutzten Nahrstof f e, beispielsweise Glucose >. Starke, Dextrin, 
Laetose>. Rohrzueker usw. als Kohlenstof f quelle, organische 
und anorganische, stickstof fhaltige Verbindungen,. wie Pepton, 
Hefe- oder Fleischextrakte, Ammoniumsulfat,. Ammoniumni tr at , 
Aminosauren usw. als Stickstof f quelle sowie die ublichen : 
Mineral salze und Spurenelemente . 

11-Desacetoxy-wortmannin kann man in der Weise her st ell en, 
dass man ein fliissiges Mahi»medium. direkt mit einer Sporen- 
suspension oder mit einer liber eine Sporensuspension her-. 
gestellten Vorkultur eines neuen jStammes yon Penicillium 
f uniculosum Thorn bzw. von Aspergillus janus Raper und Thbm . 
beimpft. Im Halle des Stamme s von Penicillium funiculosum 
Thorn wird die .Kultur 5 bis 10 Tage bei . 27°, im Falle' des 
Stammes von Aspergillus janus Raper und Thorn; 3 bis 4 Tage 
bei 18° inkubiert • Die Zuchtung kann unter aeroben Bedin- 
gungen in einer Oberf l&chenkultur oder submer s unter SchUt- 
teln. oder in Ferment ern mit Begasung durch Luft oder Sauer- 
st off unter Riihren erf olgen* Sobald eine maximale Menge 
an- Antibioticum produziert worden 1st, v/ird filtriert und 
das Antibiotieum durch extraktive oder adsorptive Arbeits- 
me the den auf an. sich bekannte Weise axis derri Filtrat gewonnen. 



Eine Methode, die sich als vorzugsweise geeignet erwieSen hat 
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ist die Extraktion des Filtrates mit Essigester, jedoch 
konnen auch andere organische Losungsmittel, wie z.B. 
Benzol, Chloroform, Butylacetat, Methylenchlorid oder Butanol, 
verwendet werden. Anschliessend- werden die Extrakte vom 
Losungsmittel befreit, z.B* durch Destination, und der 
RUckstand zur Isolierung des gewlinschten Antibxoticums auf 
chromatographischem Wege an adsorbierenden Mitteln, wie " 
Tonerde, Kieselgel, Magnesiumsilicat und dergleichen oder 
mittels Gegenstromverteilung gereinigt. 

11-Desacetoxy-wortmannin ist ein wertvolles Heilmitbel. 
Insbesondere besitzt es eine sehr hohe fungistatische 
Wirkung gegenuber verschiedenen Erregern von Pilzinf ektionen 
humanpathogener oder pf lanzenparasitarer Pilze. In vitro 
zeigt sich 11-Desacetoxy-wortmannin besonders wirksam gegen 
Histoplasma capsulatum, Candida krusei, Trichophyton tonsu- 
rans, Epidermophyton floccosum und Microsporum eanis, 

11-Desacetoxy-wortmannin zeigt uberdies eine odemhemmende und 
entztindungshemmende Wirksamkeit, wie sie aus dem Carrageen- 
Oedem-Test, dem Carrageen-Granulombeutel-Test und dem CMC- 
Granulombeutel-Test an der wachen Ratte hervorgeht'. 

Die zu verabreichende Dosis variiert naturgema.^r; je nach der 
Art der Administration und des zu behandelnden Zustands* Im 
allg^meinen werden jedoch befriedigende Resultate rait einer 
Dosis von 1 bis 15 mg/kg Korpergewicht erhalten, Diese Dosis 
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fcann riot igenf alls in 2 bis } Anteilen oder aueh als Retard- : 
- form verabreicht .werden; Filr grossere Saugetiere - liegt die 
Tagesdosis bei etwa 1 bis 50 mg. Ftir die orale Application 
. enthMilt eine geeignete Verabreichungsforrn 1. bis 50 nig der -. 
5 . Wirksub s tanz , yermi s cht mit einem _ f Itis sigen . oder f est en 

Trager. Fttr die tbpicale Ariwendung konneri Pulver od. Sprays 
. pd • Salben od. -Tinkturen, die. 0,1 bis 2 der Wirksubs t ariz 
. enthalten, verwendet werden. . 

In den : nachf olgeriden .Beispielen, welehe die AusfUhrung ties 
10 yerfahrens er laut era, den Umfang' der Erf indung. aber in kei r 
. her : Jifeise . einschranken so 11 en, erf big en alle Tempera turan-* : 
gaben in Celsiusgraden. Die Schmelz- bzw. Zer se t zung spunkt e . 
• sind" auf dem Kofler-Block bestimmt. 
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V Beispigl 1: . _. 

200 ml Pyridin gelost und 60 Stunden unter Stlckstof f am 
Rtickf luss gekocht . Das Reaktlonsgemisch wird danach einge- 
5 dampf t und der Riickstand zweinial aus. Methanol umkristalli^ 
. siert. Man erhSlt reines ir-Desacetoxy-wortmannin vom Smp.. 
. 173 - I80 V V ' / 

Das als Ausgangsmat er ial, verwendete ^ 11 ^ ~ 8, 9 -Dihydro-11-: 
desacetoxy-wortmarihin kann wie folgt herg^stellt warden : : 
\ 10 10 g Wortmannih werden in 1 Liter Aethano. 1 , gelost und naeh 

Zugabe von 10 g. Zinkstaub und 16 ml Eisessig . 15 Minuten am . : 
Rttckfluss gekocht. Nach dem Erkal ten wird das Reaktionsge- .'■ 
misch f iltriert und eingedampft.- Der Riickstand wird in : 
; Methylenchlorid aufgenommen, f iltriert und erneut eingedampft . 

15 Anschliessende Umkristallisation aus Methanol lief ert rohes. . 
A^^ 11 ^8>9-Dihydr6-ll-desac^ Dieses wird an 

. 260 . g Kieselgel chroma tographiert . Als Elutionsmittel dient . 
Chloroform/Me thanol (49:1), wobei Praktioneii zu 500 ml auf~ . 
; - gefangen werden. Die Fraktionen 3 bis 8 werden zusammenge- 
20 nommen, das Elutionsmittel yerdampft und der Riickstand aus 

Methylenchlorid unter Zugabe von Methanol umkristallisiert . . 
Smp- 202-266°. 
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Beispiel 2: 

In einem Fermenter werden 150 Liter einer Nahrlosung, die 
pro Liter 

20 g Cerelose 
2 g Malzextrakt 
2 g Hefeextrakt 

2 g KH 2 P0 4 

2 g MgSO^ • 7 H 2 0 und 

entmineralisiertes Wasser 
enthSlt, mit einer Sporensuspension des Stammes NRRL 5565 
von Penicillium funiculosum Thorn. beimpf t und unter Beliif fcung 
(150 L Luft/Min,) und unter Ruhren (100 U./Min.) 112 Stunden 
bei 27° inkubiert. Die Kulturbriihe wird filtriert und das 
Piltrat zweimal rnit je 100 Liter Essigester extrahiert. Die 
organische Phase wird einmal mit' 60 Liter Wasser gewaschen 
und am Vakuum auf 5 Liter eingeengt. Das Konzentrat wird Uber 
wasserfreiem Magnesiumsulf at getrocknet und eingedampft. Der 
RUekstand wird dreimal zwischen Petrolatherund Methanol-Wasser 
(9:1) verteilt. Die Methanolphase wird konzentriert und an- 
schliessend dreimal mit Essigester extrahiert. Die Essigester- 
Losungen werden einmal mit Wasser gewaschen, tlber wasserfreiem 
Magnesiumsulf at getrocknet und eingedampft . Der Extrakt 
wird an der 50-fachen Menge Kieselgel chromatographies. Mit 
Chloroform-Methanol (99:1) wird 11-Desacetoxy-wortmannin 
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eluiert, das iiach zweimaliger IMcristaliisation aus 
; Methylene!*!^ I78-I80 0 schmilzt. 

Beisplel 3; ' ' 

In einem Fermenter warden 30 Liter .einer Nahrlosung, die pro 
5 Liter die ih Bei spiel 2 angegebene 1 Zusammensetzung aufweist, . 
mit 3 Liter einer wie nactistehend beschriebenen Vorkultur 
des Stammes NRRL 5807 von Aspergillus Janus beimpft und unter 
.... Beltif tung (6-2*. L Luf t/Min. ) und unter Rtihren (I50 U>/Min. ) 
.90 Stunden bei 18° inkubiert. Die. Kulturbriihe wird .f iltriert-. : 
.10 Und das Filtrat zweimal/mit je 20 Liter . Essigester . extrahiert . 
Die organische Phase wird einmal mit 12 Liter . Wasser gewaschen 
und am Vakuura auf 1 Liter eingeengt. Das Konzehtrat wird tiber 
wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet und eingedampft. Der 
Rtickstand wird. dreimal zwischen Petro lather und Methanol-Wasser 
. 15 (9*1). verteilt. Die Methanolphase wird korizentriert und an- 

: schliessend dreimal mit Essigester extrahiert. Die Essigester- 
Losungen" warden einmal mit : Wasser gewascheh> tiber wasserfreiem 
; Magnesiumsulf at getrocknet und eingedampft. .Der Extrakt wird 
an der. 50 -fachen Mange Kieselgel chromatographiert . Mit 
20 '.. Chlorof orm-Methanol\ (99-1) w±rd li-Desacetoxy-wortmannih 

.eluiert, das nach zweimaliger Umkristallisatipn aus. Methylen-. ' 
. chlorid-Aether bei I78-I80 0 schmilzt. '/, 
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Die eingesetzte Vorlcultur wird wie folgt erhalten: 

5 Liter des in Beispiel 2 angegebenen Mediums mit zusatzlich 
2 g Pepton pro Liter Losung werden mit einer Sporensuspension 
des Stammes NRRL 3807 beimpft und 7 Tage bei 27° unter 
SchUtteln inkubiert. 
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Pat eht anspruche : 
1> ll-Desacetoxy-wprtmannin (Formel I> siehe Forme lb latt) 

2. Verfahren zur Herstellung von .ll-i>esacefo^ 
(Pormei-I, . siehe Pormelblatt ) , dadwek. g ekerraze i ehne t , dass 
man entweder 

a) A 9 f 11 )_8 , 9-Dihydro-ll-desacetoxy-wortmarmin (Formel II) 
isomerisiert 

joder . 

b) einen neuen Stamm der Pilzspecies Penicillium nmiculosum 
Thorn bzw. der Pilzspecies Aspergillus Janus Raper und 

■ Thorn auf Oder in einem Nahrmedium ztichtet urid hierauf 
11-Desacetoxy-wortmanhin nach an sich bekannten Methoden 
aus der Nahrlosung isoliert xahd relnigt, 

3 # Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeiehnet, dass 
man als neuen. Stamm den Stamm NRRL 5565 der Pilzspecies 
Penicillium funiculosum Thorn verwendet . 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
man als neuen Stamm den Stamm NRRL 5807 der Pilzspecies 
Aspergillus janus Raper und Thorn verwendet . 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass ; 
man die Isomer islerung in einer wasserf reien organischen Base 
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5 

I 



10 



durchf iihrt . 

6. Verfahren nach Ansprueh.5, dadurch gekennzeichnet, dass 
man eiHe^orgahrsche Stiekstoffbase verwendet. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, gekennzeichnet durch die Ver- 
wendung von Pyridin. 

8. Verfahren nach den Ansprttchen 5 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Isomerisierung bei erhohter Tempera- 
tur, beispielsweise der Siedetemperatur der organischen 
Base durchf iihrt. 

9. Heilmlttel, enthaltend 11-Dosacetoxy-v/ortmannin. 



» 
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